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RESUMEN 

La busqueda de biocatalizadores con aplicaciones industriales, ambientales y 
biomedicas se convierte en una actividad para llevar el conocimiento cientffico de los 
microbiomas al campo de las ciencias aplicadas. En esta investigacion se selecciono el tracto 
digestivo de la lombriz Eisenia foetida, para encontrar bacterias productoras de actividades 
enzimaticas. Ademas, de las diversas aplicaciones industriales que tienen los 
microorganismos, el conocimiento de estos mejora la comprension del rol que cumplen en la 
fisiologia de la especie huesped, y los metabolitos que ellos producen constituyen una 
herramienta taxonomica mas para la caracterizacion e identificacion de los oligoquetos. 
Mediante tecnicas de microbiologia basica se analizo cuantitativamente las unidades 
formadoras de colonias (UFC) en lombrices de Belgica y en lombrices de Ecuador; se 
obtuvieron cifras similares de 2,07X1 0E5 UFC/g y 2,07X1 0E5 UFC/g, respectivamente, esto en 
relacion a las bacterias totales que habitan en el tubo digestivo de las lombrices colectadas en 
los dos sitios geograficos. Las especies encontradas para las caracteristicas enzimaticas 
estudiadas fueron Bacillus subtilis, Bacillus circulans, Bacillus glucanolyticus, Paenibacillus 
macerans y Bacillus licheniformis. Estas especies parecen pertenecer a la microbiota que fue 
ingerida del ambiente circundante y no a la microbiota propia de la bacteria. 
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ABSTRACT 

The search for bio-catalysts with industrial, environmental and biomedical applications 
has become an activity to bring the scientific knowledge of biomes onto the field of applied 
sciences. During this research, the digestive tract of earth worm Eisenia foetida was selected in 
order to find enzymatic activity-producing bacteria. Apart from the diverse industrial applications 
of microorganisms, their study helps improve the understanding of their role in the physiology of 
the host species. Also, their metabolites constitute an additional tool for the characterization and 
identification of oligochaete. By means of basic microbiology techniques, the Colony Forming 
Units (CFU) were quantitatively analyzed in earth worms in Belgium and in earth worms in 
Ecuador; similar figures of 2,07 x 10E5 CFU/g and 2,07 x 10E5 CFU/g were obtained, 
respectively. This, in relation to the total bacteria that inhabit in the digestive tube of the earth 
worms collected in the two geographical sites. The species found and later studied for the 
studied enzymatic characteristics were Bacillus subtilis, Bacillus circulans, Bacillus 
glucanolyticus, Paenibacillus macerans and Bacillus licheniformis. These species appear to 
belong to the microbiota that was ingested from the surrounding environment and not to the 
earth worm’s very own microbiota. 
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1. INTRODUCCION 

Las lombrices de tierra son consideradas como vectores para la dispersion de 
microorganismos del suelo y biorreactores para ciertos generos de bacterias (14). Parece ser 
que esta microfauna mutualista favorece a la lombriz de tierra a digerir la materia organica del 
suelo con la ayuda del moco intestinal (3). Las comunidades microbianas del intestino de 
lombrices muestran una asociacion mas oportunista que obligada (4); esta simbiosis puede ser 
considerada una fuerza de conduccion importante en la evolucion de los metazoarios (11). Sin 
embargo, otros microorganismos que ingresan en el tubo digestivo no tienen esta funcion, sino 
que pueden servir de alimento y brindar un componente energetico a la dieta de la lombriz (17). 
Los microorganismos que hacen parte posiblemente de su alimentacion tambien 
desencadenan, en muchos de los casos, una actividad enzimatica (1). 

Se conoce que algunas de las proteasas encontradas perturban la fisiologta del 
huesped y afectan el fenotipo de la descendencia (2). Son aun pocos los investigadores que 
han analizado a los microorganismos simbiontes de las lombrices de tierra, sus 
correspondientes enzimas y la funcion que ambos componentes cumplen dentro de la lombriz. 
Entre los estudios se encuentran los realizados en Polypheretima elongata y Pontoscolex 
corethrurus, en los que se encontro una produccion enzimatica propia de la especie (9). 
Algunas bacterias de las lombrices secretan peroxidasas que pueden participar en la 
descomposicion de lignina y en el proceso de humificacion (4). Se conoce tambien que en 
Eisenia foetida, se han descrito mecanismos de activacion de la produccion de actividades 
enzimaticas, encontrandose las actividades amilasa, celobiasa, endoglucanasa y nitrato 
reductasa (12). 

La existencia de una microfauna nativa en las lombrices de tierra es aun un tema 
controversial (4), se conceptua que de los cocos, bacilos y bacterias filamentosas, estas 
ultimas podrtan ser un morfotipo perteneciente a la microfauna autoctona (15). Se sabe 
tambien que las lombrices de tierra poseen bacterias que forman un haz monofiletico en el 
genero Acidovorax, resultado de un ancestro bacteriano comun (8).Uno de los objetivos de este 
trabajo fue encontrar en Eisenia foetida, que es una lombriz que vive sobre la superficie y esta 
ligada a la materia en descomposicion (5), nuevas bacterias autoctonas o ingeridas del medio 
circundante, cuyo fenotipo exprese la produccion de algunas enzimas de interes industrial 
como son las amilasas y proteasas. 


2. MATERIALES Y METODOS 

2.1. Metodo de cultivo de lombrices de tierra 

Los individuos de Eisenia foetida encontrados provinieron de la Empresa Ouroboros 
(Vermicompost Gembloux - Belgica) y del Vivero del Programa de Jardinerta para Jubilados, 
del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social (lESS-Quito). Los individuos fueron mantenidos 
en el laboratorio CWBI (Centre Wallon des Bioindustries) de la Facultad de Gembloux y en el 
laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomedicas (MB) de la Universidad de las Americas. 
Las lombrices fueron colocadas en una caja rectangular de plastico con una capacidad de 1 0 
litros en un suelo organico humedo con una temperatura entre IS'G y 25 °C. El medio en el que 
fueron conservadas en Belgica se compone de estiercol de caballo, tierra de superficie y 
desechos vegetales en proporciones de 1:1:1. En el Ecuador, fueron mantenidas con tierra de 
superficie y desechos vegetales en proporciones de 2:1 respectivamente. 

2.2. Diseccion de lombrices de tierra y recoleccion del tubo digestivo. 

Se lavo las lombrices con agua destilada, etanol al 45% durante 5 segundos, y se las 
coloco en un congelador a -0 q C, durante 3 minutos para proceder facilmente con la diseccion. 
Se extrajo el tubo digestivo de la lombriz y se lo coloco en 1ml de tampon fosfato de sodio 
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(Na2HP04-Na2HP04) a pH 5.8. En el Ecuador, el tubo digestivo fue colocado en agua 
destilada esteril; esta mezcla fue colocada en el vortex durante 1 5 segundos. 

Para evidenciar si la actividad es propia de la lombriz 0 producto del metabolismo 
bacteriano, se filtro el contenido del tubo digestivo usando una membrana de 0.45 pm e 
incubando 10 pi de estos extractos en medios gelificados especificos en los que se adiciono 
0.2g/l de cloranfenicol. Para la deteccion de microorganismos productores de enzimas en los 
jugos del tubo digestivo, se retiro el cloranfenicol del medio gelificado con el sustrato especffico 
y el extracto del tubo digestivo fue colocado sin ser filtrado. Para determinar las actividades 
enzimaticas existentes en el extracto filtrado, se dejaron las cajas 6 horas a 30°C y 24 horas a 
37°C, a las cajas que habian sido inoculadas con el extracto no filtrado. 

2.3. Contaje de la microflora del sistema digestivo de Eisenia foetida. 

La cantidad de bacterias fue analizada con la tecnica de diluciones sucesivas. Estas 
fueron realizadas tomando 1 .5 gramos de extracto de tubo digestivo de lombriz en 1 ml de agua 
peptonada; en cambio, en Ecuador se lo coloco en 1ml de agua destilada, de esta solucion, se 
tomaron 25 pi y se colocaron en un tubo de ensayo que contenia 975 pi de agua peptonada 0 
destilada. A continuacion, se tomaron por duplicado 100 pi que fueron mezclados en 900pl de 
agua peptonada (destilada-Ecuador). De esta manera obtuvimos 3 diluciones en base 10, que 
fueron sembradas en medios PCA (Plate Count Agar. Difco, Francia), colocando 3 repeticiones 
por cada dilucion. 

Para reconocer a las bacterias esporulantes, se tomaron las diluciones anteriores y se 
colocaron en bano Marfa a 80°C durante 10 minutos, posteriormente, se pusieron en agua frfa 
y se tomo 100 pi de cada una para sembrarlas, usando un asa de Drigalsky. 

2.4. Aislamiento, purificacion y seleccion de las colonias. 

Una vez establecidas las bacterias totales, se aislo cada una de las cepas en medio 
PCA en el que se agrego extracto de levadura (en la misma cantidad que la peptona existente 
en el medio selectivo), se tomo cada colonia, se la sembro en el Caldo nutritivo (Difco, Francia) 
y se evaluo la pureza de las cepas al microscopio, para sembrarlas nuevamente en medio 
PCA; se tomaron las colonias aisladas y se sembraron en las cajas petri que contenfan los dos 
medios selectivos en estudio, estas se incubaron durante 24 horas a 30°C. Para establecer la 
existencia de las actividades enzimaticas, se analizo la presencia-ausencia de un halo 
alrededor de la muestra. 

2.5. Medios de Cultivo 

Los medios creados y estandarizados se mencionan a continuacion: Medio Amilasa. En 
un Erlenmeyer de 1000 ml, se coloco 15 g de almidon (Remy), 15 g de agar, 7 g de peptona, y 
se aforo con agua destilada. Se agito a velocidad media con el fin de disgregar las partfculas 
de almidon. Medio Proteasa.- Se esterilizaron en una botella 1 0.5 g de leche en 350 ml de agua 
destilada, esta solucion se coloco en una mezcla que habfa sido preparada previamente, 
anadiendo 7 g de peptona y 1 5 g de agar en 600 ml de agua destilada. 

Los controles positivos empleados para medir la degradacion y establecer el 
funcionamiento adecuado del medio fueron las enzimas comerciales Amilasa (SIGMA EC 
3. 2. 1.1 Type: Vlll-A) y Papayina (Microbelcaps, Liege, Belgique-35.000 u/g). Para la 
preparacion de las enzimas, se coloco 0,5 g de la enzima comercial a emplearse como control 
positivo, en 10 ml de agua destilada. Los medios estudiados se tornaron mas claros, formaron 
un tfpico halo de degradacion si existfa la presencia actividades enzimaticas. La atmosfera de 
incubacion fue aerobia. 


2.6. Identificacion de microorganismos potenciales 
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Se procedio a la identificacion mediante la tincion Gram, prueba catalasa y sistema API 
50 CHB/E(Biomeriux, Marcy I'Etoile, Francia). Los resultados fueron analizados en el Api Web - 
Biomeriux. 

2.7. Analisis Estadistico 

Se empleo el analisis de varianza de 1 factor (ANOVA) para comparar las medias entre 
los tratamientos correspondientes a degradacion del almidon y de las protefnas y se empleo el 
intervalo de confianza o T pareada, para el analisis de la diferencia de medias en el caso de los 
dos tratamientos. Se selecciono la actividad que menos variaciones presento a nivel de 
degradacion de las colonias estudiadas, para confrontar la degradacion del sustrato dada por 
las diferentes cepas. Se coloco como hipotesis nula que no existen diferencias en la 
degradacion bacteriana de protefnas y como hipotesis alternativa que existen diferencias en la 
degradacion bacteriana de protefnas. Se empleo tambien un analisis de varianza de 1 factor. 

Se estudio el coeficiente de variacion de los sustratos de protefna y almidon. Se 
considero un valor de significancia de p < 0,05. Se empleo el software SPSS v14, 
Massachusetts, USA, para estos fines. 

3. RESULTADOS 

3.1. Contaje de la microbiota total y microbiota esporulada en Eisenia foetida 
belga y ecuatoriana. 

En relacion a las bacterias totales, en el tubo digestivo de Eisenia foetida (Belga) se 
encontro una Media aritmetica de 2,9X1 0 5 UFC/ g, en medio PCA utilizando tampon fosfato y 
en Eisenia foetida (Ecuador) se encontro una Media aritmetica de 2,07X1 0 5 CFU/g, empleando 
agua destilada. Estos resultados son analogos. 

En relacion a las bacterias esporulantes se encontro una Media de 1,3X10 5 CFU/ g en 
tampon fosfato y una Media aritmetica de 1 ,1 XI 0 4 CFU/g en agua destilada. Esto significa que 
la mitad de la microbiota total de Eisenia foetida (Belga) es esporulante, a diferencia de la 
microbiota de Eisenia foetida (Ecuador) que tiene 10 veces menor porcentaje de 
microorganismos esporulantes en relacion con Eisenia foetida (Belga). Ver Tabla 1 . 


Tabla 1 . Microbiota total de Eisenia foetida colectada en Belgica y en Ecuador. 


Bacterias en Eisenia 
foetida 

Numero de Unidades 
Formadoras de Colonia (UFC) 
Belgica 

Numero de Unidades 
formadoras de Colonia (UFC) 
Ecuador 

Bacterias Totales 

2.9X10E5 UFC/g 

2.0X10E5 UFC/g 

Bacterias Esporuladas 

2.3 X 1 0E5 UFC/g 

1.1 X 10E4 UFC/g 


3.2. Identificacion de actividades enzimaticas 

De las 15 cajas (3 repeticiones, 45 cajas en total), inoculadas con el extracto del tubo 
digestivo, que contenfan los 2 sustratos en estudio, se encontraron actividades en los jugos 
digestivos de la lombriz a partir de las 6 horas. Las actividades amilasa y proteasa se 
encontraron tanto en el jugo digestivo filtrado como en el no filtrado. No existieron diferencias 
en la degradacion de los sustratos, el promedio del tamano. 

Sin embargo, al emplear el coeficiente de variacion para determinar las diferencias 
internas de degradacion entre ensayos, se observo que este es de 17,1 para el almidon, 
mientras que el coeficiente de variacion de protefnas es de 9,56. 














Production de Actividades Enzimaticas por Bacterias del Intestino de Eisenia Foetida 


197 


3.3. Microbiota encontrada 

Las cepas identificadas mediante el test bioquimico Api 50 CHB fueron Bacillus 
circulans (PCPP4-IIB), Paenibacillus glucanolyticus (B-IIB), Paenibacillus macerans (Capl-IIB), 
Bacillus licheniformis (A30.1-IIB) y Bacillus subtilis (Souche 2). El promedio del tamano del halo 
de cada cepa bacteriana y el analisis de varianza de la degradacion encontrada, se presenta 
en la Tabla 2 y Tabla 2.1 . 


Tabla 2. Promedio del tamano del halo de cada cepa bacteriana. 


Nombre de la Bacteriana 

Cuenta 

Suma 

Promedio/centi'metros 

Varianza 

Bacillus licheniformis 

15 

67.7 

4.513333333 

0.20266667 

Paenibacillus glucanolyticus 

15 

87 

5.8 

0.08714286 

Paenibacillus macerans 

15 

62.8 

4.186666667 

0.26552381 

Bacillus circulans 

15 

63.5 

4.233333333 

0.15809524 

Bacillus subtilis 

15 

80.6 

5.373333333 

0.2092381 


Tabla 2.1. Analisis de varianza de la degradacion encontrada para cada cepa bacteriana. 


Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio 
de los 
cuadrados 

F 

Probabilidad 

Valor cri'tico 
para F 

Entre grupos 

31.58853333 

4 

7.897133333 

42.79515896 

4.06225E-18 

2.502656463 

Dentro de los 
grupos 

12.91733333 

70 

0.184533333 




Total 

44.50586667 

74 






4. DISCUSION 

Los metodos de medicion de las actividades enzimaticas fueron simples, rapidos, 
sensibles y baratos en relacion a metodos clasicos costosos como la cromatografia liquida y 
gaseosa. Pese a que la diversidad microbiana encontrada en los individuos de esta especie 
coincide con estudios realizados por Akpa Vinceslas (15), se esperaba encontrar una 
diversidad bacteriana mas alta en Eisenia foetida colectada en Ecuador por las caracteristicas 
de megadiversidad que tiene el pais. Sin embargo, la diversidad total bacteriana fue similar en 
los individuos colectados en Ecuador y Belgica, esto puede indicar que la diversidad 
microbiana total de la especie es independiente del sitio geografico en el que se colecta la 
lombriz o que Eisenia foetida posee un mecanismo de seleccion de las especies microbianas 
que ingiere (17). Casi la mitad de esta microbiota se encontro bajo la forma esporulada 
(1,3X10 5 CFU/ g) en Belgica, lo cual es interesante si se piensa en la aplicacion industrial de 
los microorganismos, pues significaria que aproximadamente la mitad de las bacterias que 
viven en simbiosis en Eisenia foetida son resistentes a condiciones de estres, lo cual a su vez 
facilita su manejo en el laboratorio y su reproduccion en biorreactores. En cambio, en Ecuador, 
el numero de bacterias esporulantes en los individuos analizados es de 1 ,1 X 10 4 CFU/g. Estos 
valores pueden deberse a las diferencias en la metodologia, como son la aplicacion del tampon 
fosfato en los extractos del tubo digestivo, el agua peptonada en las diluciones en el caso del 
analisis en Belgica, y el uso de agua destilada en Ecuador. Sobre los microorganismos 
encontrados, se piensa que estos no son representatives de la verdadera diversidad del tracto 
digestivo de la lombriz y que debe existir una diversidad mayor en el extracto del tubo digestivo, 
la misma que pertenece a microorganismos que existen bajo formas no cultivates (7). Por esta 
razon, propondriamos que se estudie la metagenomica en el tubo digestivo de la lombriz. 
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Ambas actividades enzimaticas fueron encontradas en los extractos digestivos filtrados 
y no filtrados: por lo tanto, estas actividades pueden tener un origen intracelular y extracelular; 
en el caso de las amilasas encontradas en Eisenia foetida, se conoce que las proteasas son 
liberadas en el tubo digestivo de esta lombriz (12) y que muchas de las proteasas tienen un 
origen microbiano extracelular, responsable de la digestion (6). La presencia de estas enzimas 
ha sido confirmada en la lombriz de tierra en un estudio realizado por Mitsuhiro en el ano 2008 
(10). No existen diferencias entre los tamanos del halo de degradacion de almidon y de las 
proteinas. Ambas actividades se encuentran en la lombriz (6,12); el coeficiente de variacion 
muestra que la degradacion del almidon tiene mas variaciones y denota resultados menos 
continuos. Posiblemente la degradacion de almidon presento un origen intrinseco a la fisiologia 
de la lombriz (12) y no tanto a su microbiota; en cambio, la variacion de la degradacion del 
sustrato proteinico, corresponds a un crecimiento favorable de la biomasa bacteriana, la que 
desencadeno una degradacion mas continua del sustrato. Por esta razon, se decidio identificar 
solamente los microorganismos relacionados con la produccion de proteasas. Al estudiar esta 
biomasa bacteriana, se encontro que las cepas potenciales para la degradacion de proteinas, 
segun la Media Aritmetica, fueron: Bacillus subtilis (Souche 2) y Bacillus licheniformis (Souche 
A30.1). Se empleo un intervalo de confianza para comparar la degradacion de proteinas entre 
las dos cepas y se obtiene que, al diferir las medias entre los dos tratamientos, la degradacion 
entre estas cepas se produce de manera distinta, por lo tanto se acepta la hipotesis alternativa 
en la que se encuentra diferencias en los niveles de degradacion de proteinas producidos por 
las bacterias. Las especies del genero Bacillus y Paenibacillus, en otros estudios como el de 
Zhao (16), Aira (1) y Leipner (13), tambien presentaron actividades proteolfticas que difieren. 

Se piensa que estos microorganismos no son nativos en Eisenia foetida, pues se 
conoce que esta especie selecciona y digiere microorganismos que se encuentran en sus 
alimentos (17). Se han realizado estudios en las comunidades bacterianas presentes en 
Eisenia foetida, tales como los de Hyun-Jun Kim et al, 2004 (10), y no se han encontrado las 
especies de Bacillus y Paenibacillus encontradas en este trabajo. Por lo tanto, este estudio 
representa una contribucion de especies de Bacillus y Paenibacillus encontradas en el tracto 
digestivo de Eisenia foetida, y de la presencia de actividades amiloliticas y proteolitcas en estas 
cepas de bacterias. 
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